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摘  要:将含 HCV/ E2 基因的重组质粒 pUC18/ HCV- E2 的 BamHI酶切基因片段和 NcoÑ + Hind Ó 酶切基因片段
分别克隆到原核表达载体 pRSETHis 中, 构建两株重组 HCV/ E2 重组表达质粒 pRSET#C/ E2 和 pRSET#A/ E2。在
诱导表达中 pRSET#A/ E2 的外源基因获得了高效表达, 而 pRSET#C/ E2 的外源基因完全未得到表达。
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Abstract: HCV/ E2 gene fragment was obtained from plasmid pUC18/ HCV- E2 by digesting w ith endonuclease BamHI, another
E2 fragment was obtained from same pladmid by digesting with NcoÑ and HindÓ . Two fragments were inserted into proper read-
ing frame of expression vector pRSETHis respectively, and recombiant expression plasmids of pRSET# C/ E2 and pRSET #A/
E2were constructed. these recombinant plasmids were transformed into E. coli . TOP10 strain and induced by IPTG. The expres-
sive conditions were optimized, the induced purpose protein was detected and analysed by SDS- PAGE and Western- blot. The
pRSET#A/ E2 have a high level expression and the E2 fusion protein accounted for 20% in the total proteins of host bacteria
meanwhile the pRSET#C/ E2 have not detected expressive purpose protein entirely. We guess the reason of that is due to a very
stable RNA secondar y strcucture within mRNA translation initial region in pRSET#C/ E2.
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  丙型肝炎病毒( Hepat it is C V irus, HCV)是引起
丙型肝炎的主要致病因子,大约 90%的输血后肝炎
由HCV 引起, 约有 50% ~ 70%的感染者发展为慢
性肝炎,其中又有 10% ~ 20%的慢性携带者最终发
展为肝硬化乃至肝癌11, 22。据 1997年WH O的统计
数字, 世界范围约有 1. 7亿 HCV 感染者132。丙型
肝炎已成为严重威胁人类健康的疾病之一。
HCV属黄病毒科, 丙型肝炎病毒属, 是单股正
链 RNA 病毒。基因组全长约 9. 4kb,一个大的开放
阅读框架( ORF)跨越整个基因组,编码约 3011个氨
基酸的前体多肽, 包括 3 个结构蛋白( C、E1、NSl/
E2) , 4个非结构蛋白( NS2、NS3、NS4、NS5)。
HCV是一种变异率极高的病毒,整个基因组中
又以 E1、E2区变异最大。E1、E2基因编码病毒的
包膜蛋白。E2区的 N端有分别为 28个和 7个氨基
酸的高变区( HVR) , 在不同的分离株中,该区的氨






蛋白的抗体可能具有中和作用, HCV 的 E1、E2区
受到人们极大的关注。早期的工作证明部分 E2抗











作者采用原核表达载体 pRSETH is与 HCV/ E2
的不同酶切片段分别构建了重组表达质粒 pRSET#
C/ E2和 pRSET#A/ E2。pRSET#A/ E2高效表达了
HCV/ E2融合蛋白,而 pRSET#C/ E2的H CV/ E2基
因完全未表达。
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含H CV/ E2 片段的质粒 pUC18/ E2 由兰州生
物制 品研究所第二 研究室保存。表达载 体





限制 性 内 切 酶、T4DNA lig ase、IPTG 为
Promega产品, PVDF 膜购自 Boehringer 公司, 丙烯




3. 1  重组表达质粒 pRSET#C/ E2的构建
用 BamH I 酶切含 HCV/ E2 基因的重组质粒
pUC18/ E2, 通过低融点琼脂糖回收酶切片段, 获得
1196bp的含H CV/ E2 全长基因的片段。根据阅读
框架选取 pRSET # C 为表达载体, BamH I 酶切
pRSET#C, 低融点琼脂糖回收酶切载体, T 4连接酶
将 1193bp的H CV/ E2基因片段克隆到 pRSET#C。
通过 Not Ñ + Hind Ó , 酶切筛选出正向连接的重组
质粒 pRSET#C/ E2。转化 TOP10受体菌。
3. 2  重组表达质粒 pRSET#A/ E2的构建
用 Nco Ñ + Hind Ó 酶切含 HCV/ E2基因的重
组质粒 pUC18/ E2, 通过低融点琼脂糖回收酶切片
段, 获得 1177bp 的含 HCV/ E2 全长基因的片段。
根据阅读框架选取 pRSET#A为表达载体, Nco Ñ +
H indÓ 酶切 pRSET #A, 低融点琼脂糖回收酶切载
体, T4连接酶将 1177bp 的H CV/ E2全长基因克隆




汤培养基中, 37 e 振荡培养过夜。然后以 1B50的比
例接种于含 Amp 和 Kan的新鲜培养基中, 37 e 振
荡至 OD600值达 0. 8左右,加入终浓度为 1mmo1/ L





考马斯亮兰染色, 用 LKB激光扫描仪 550扫描测定
含量。
6  H CV/ E2阳性血清筛选
用 HCV/ E2 抗原包被聚苯乙烯酶标板条
( 0. 05mol/ L CBpH9. 6) ,封闭液封闭。加入HCV阳
性血清( 20 @ 、40 @ 、80 @、100 @ 稀释) , PBS-T 洗涤,




8h。恒流电转移至 PVDF 膜上。转移后的 PVDF
膜于封闭液 ( 0. 1% Tw een20, 0. 1 mo1/ L pH7. 4
Tris, 0. 9% NaC1, 20%的 BSA)中 37 e 1. 5 h。加
入 100倍稀释的 HCVE2 区抗体阳性血清(采用的
HCV/ E2抗原筛选)于 PVDF 膜, 37 e 结合过夜, 用
封闭液洗涤 5次; 然后加入 HRP-鼠抗人 IgG, 37 e 1
h,洗涤 5次。于显色液中显色 2~ 3 min。
结果
1  表达质粒与酶切电泳图
图 1 表达质粒 pRSET#C/ E2 的 BamHÑ 酶切图
Fig11  Expression plasmid pRSET#C/ E2 incised with BamHÑ
line1: pUC18vector; line2: pUC18/ HCV- E2; line3: incised
pUC18/ HCV- E2;
line6: incised pRSET #C/ E2; line7: pRSET#C/ E2; lin8: pRSET
#C vector;
line4: M arker KDNA EcoRÑ + HindÓ ; M arker pGM E
从图 1中可见 BamH I酶切 pUC18/ HCV-E2后
的 pU C18载体带和 1193bp 的目的条带;重组质粒
pRSET#C/ E2经 BamHI 酶切后的 pRSET#C 载体
带和 1193bp的外源基因条带。
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图 2  表达质粒 pRSET#A/ E2的 NcoÑ + HindÓ 酶切图
Fig. 2 Expression plasmid pRSET#A/ E2 incised
w ith NcoÑ and HindÓ
line1: pRSET# A vector; line2: pRSET# A/ E2; line3: incised
pRSET#A/ E2;
line6: incised pUC18/ HCV- E2; line7: pUC18/ HCV- E2;
line8: pUC18 vector;
line4: M arker pGEM ; line5 : M arker KDNA EcoRÑ + HindÓ
  从图 2中可见经 Nco Ñ + Hind Ó 酶切 pUC18/
HCV-E2后的 pUC18载体带和 1177bp的目的条带
1重组质粒 pRSET#A/ E2的 Nco Ñ + Hind Ó 酶切后
的 pRSET#A载体带和 1193bp的外源基因条带。




带,分子量约 48kD(目的蛋白 43kD 及载体蛋白 4.
8kD)。(见图 3)
3  pRSET#A/ E2表达蛋白含量测定
重组质粒 pRSET #A/ E2 外源基因表达量达菌
体蛋白总量的 18%。(见图 4)
4  表达产物的蛋白免疫印迹(Western-blot)
重组质粒 pRSET #A/ E2 表达产物的 Western-
blot结果表明,表达目的蛋白具有 H CV/ E2蛋白抗
原活性。(见图 5)
图 3  表达产物的 SDS- PAGE电泳分析
F ig. 3  0. 1% SDS- 15% PAGE analysis of expressed protein
L inel: pRSET#C; line2& 3: pRSET#C/ E2; line5: pRSET#A; 1in6& 7& 8: pRSET#A/ E2
L ine4: standard protein M W: 55 000, 43 000, 31 000, 21 000, 14 000( Dalton)
图 4  pRSET#A/ E2 表达产物的密度扫描分析
F ig. 4 Density scanning analysis of expressed proteins
in SDS- PAGE( 550nm)
讨论
作者在重组表达H CV/ E2蛋白时, 选用了原核
融合蛋白表达载体 pRSETH is, 该载体能高效表达
融合蛋白,同时其含有 6个 His的纯化标签, 便于表
达蛋白的纯化。本室保存的重组质粒 pUC18/
HCV-E2 是通过 Sm aI 位点 T-A 克隆的方法构建
的,插入的H CV/ E2基因片段( 1215bp)中的 5. 端带
有部分 HCV/ E1 基 因 ( 155bp )。为了 避免将
pU C18/H CV-E2中的载体基因带入重组表达质粒
中,并力图使插入的H CV/ E2基因接近表达载体的
起始密码子, 利用了 pU C18/H CV-E2 的 E1残基中
的 BamHI( 1354)与 pUC18中的 BamHI 位点,酶切
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图 5 pRSET#A/ E2 表达产物的Western-blot分析
F ig. 5 Western- blot analysis o f expressed
protein by pRSET#A/ E2
A : Blotting membrane stained with amido black
L ine1: ysates o f pRSET#A; line2: 1ysates o f pRSET#A/ E2;
B: W estern- blot ; line3: 1ysates o f pRSET #A/ E2; line4: 1ysates
of pRSET#A
获得包含 H CV/ E2 全长基因的 1196bp 片段, 正向
插入表达载体 pRSET#C中构建了 pRSET#C/ E2。
但在培养诱导中 pRSET#C/ E2 的外源基因未得到
表达。继而利用 pU C18/H CV-E2 中 E1 残基中的
NcoI( 1429)酶切位点与 pUC18中的 H indIII 位点,
酶切获得包含 HCV/ E2全长基因的 1177bp 片段,







始端的 RNA二级结构,发现 pRSET#C/ E2的载体融
合蛋白区基因与插入外源基因 HCV/ E2 中 E1 残基
5. 端的 83个碱基形成了包含 190个碱基的二级结构
(见图6) ,由于该二级结构非常稳定,使得翻译不能有
效起始,这可能是 pESET#C/ E2外源基因不能表达的
原因。而 pRSET#A/ E2中的HCV/ E2基因片段切掉





图 6  表达质粒 pRSET#C/ E25. 端二级结构分析
F ig. 6 mRNA second structure of 5.- end of pRSET#C/ E2
1~ 107bp: Fusion protein gene region; 108~ 190bp: 5.- end of E1 gene
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